モロニーマウス白血病ウイルス逆転写酵素およびトリ骨髄芽球症ウイルス逆転写酵素の耐熱化に関する研究 by Konishi, Atsushi
Title
Studies on the thermostabilization of reverse transcriptases







Type Thesis or Dissertation
TextversionETD
Kyoto University
 - 1 - 
（ 続紙 １ ）                             
京都大学 博士（  農 学  ） 氏名 小西 篤 
論文題目 
Studies on the thermostabilization of reverse transcriptases from 





の酵素であり、RNA 依存性および DNA 依存性の DNA ポリメラーゼ活性と RNase H 活性
（DNA/RNA ハイブリッドの RNA を分解する活性）を有する。RT は分子生物学的研究
および臨床診断において cDNA 合成反応に用いられており、反応効率、耐熱性、逆転
写の正確性という観点から、モロニーマウス白血病ウイルス（MMLV）由来の RT とト
リ骨髄芽球症ウイルス（AMV）由来の RT が広く用いられている。 MMLV RT は、
Fingers、Palm、Thumb、Connection、RNase H の 5 つのドメインを有する分子量
75,000 のモノマーである。一方、AMV RT は、MMLV RT と同じ 5 つのドメインを有す
る分子量 63,000 のα鎖と 5 つのドメインに加えて Integrase ドメインを有する分子
量 95,000 のβ鎖からなるヘテロダイマーである。cDNA 合成反応は、鋳型 RNA の二次
構造やプライマー同士の非特異的結合を解消させるために高温で行うことが望まれ






た。 12 個のアミノ酸残基（E69、Q84、 D108、D114、E117、 E123、 D124、 E286、
E302、W313、L435、N454）を正電荷の側鎖をもつアミノ酸（Lys、Arg）および Ala
に置換した計 36 種の変異型酵素を大腸菌で作製した。このうち 24 種が野生型酵素
（WT）よりも、6 種がこれまでに知られている耐熱型酵素 D524A（RNase H 活性に必
要な Asp524 が Ala に置換され、RNase H 活性が消失している）よりも高い耐熱性を
有した。耐熱性を向上させる 4 種の変異を組み合わせた E286R/E302K/L435R/D524A 
（MM4）の 10 分間の熱処理で活性が半減する温度（T50）は 56ºC であり、WT（45ºC）
よりも高かった。PCR で増幅産物が得られた cDNA 合成の反応温度の上限は、MM4 を
用いた場合は 60ºC であり、WT（54ºC）よりも高温での反応が可能であった。このよ
うに、T/P との結合領域への正電荷の側鎖をもつアミノ酸の導入は、MMLV RT の耐熱
化に有効であった。本章ではさらに、分子表面の疎水性残基である Val433 に変異を
導入した V433R と V433K が WT よりも高い耐熱性をもつことも見出した。 
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第３章では、耐熱型 MMLV RT の T/P との親和性と RNase H 活性を評価し、耐熱化
機構を考察した。まず、T/P との親和性を評価するために、37ºC で一塩基伸長反応
を行い、バーストの大きさの T/P 濃度依存性を調べることで、各酵素の T/P との解
離定数（Kd）を求めた。WT および第１章で得られた耐熱型酵素 E286R、E302K、
L435R、D524A、MM4 の DNA/DNA ハイブリッドである T/P に対する Kd は、順に
2.9±0.3、3.5±0.6、6.5±1.2、5.4±0.5、3.3±0.4、2.9±0.3 nM であり、同程度
であった。また、RNA/DNA ハイブリッドである T/P に対する Kd は、順に 2.0±0.3、
1.7±0.2、2.9±0.3、2.7±0.4、2.6±0.2、1.2±0.2 nM であり、これも同程度であ
った。次に、RNase H 活性を評価するために、鎖長と配列が異なる 4 種類の RNA/DNA
ハイブリッドを基質として 37ºC で RNase H 反応を行った。いずれのハイブリッドに
おいても、WT では反応開始 15 秒後に RNA が分解されたが、E286R、E302K、L435R、
D524A、MM4 では、反応開始 40 分後においても分解されなかった。以上の結果は、
E286R、E302K、L435R の耐熱化機構は、MMLV RT と T/P の親和力の向上によるもので
はなく、RNase H 活性の活性部位から離れた部位に変異が導入されているにもかかわ
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らに、分子表面の疎水性残基である V433 に変異を導入した V433R と V433K
が WT よりも高い耐熱性をもつことも見出した。 
２．昆虫細胞の発現系を用いて活性を有する AMV RTα鎖を生産する系を構築し
た。本生産系を用いて、第１章で見出された MMLV RT の耐熱化変異に相当す
る変異が導入された変異型 AMV RTα鎖である V238R/L388R/D450A を作製し、
本酵素が WT よりも顕著な耐熱性を有することを示した。このことから、T/P
との結合領域への正電荷の側鎖をもつアミノ酸の導入は、MMLV RT だけでは
なく AMV RT の耐熱化にも有効であることを示した。 
３．WT および第１章で得られた耐熱型酵素 E286R、E302K、L435R、D524A、MM4 の
DNA/DNA ハイブリッドおよび RNA/DNA ハイブリッドである T/P に対する Kdは
同程度であることを示した。次に、RNA/DNA ハイブリッドを基質として
RNase H 反応を行ったところ、WT は RNase H 活性を有するが、E286R、
E302K、L435R、D524A、MM4 では本活性が欠失していることを見出した。以上
のことから、E286R、E302K、L435R の耐熱化は、MMLV RT と T/P の親和力の
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